Photodynamic therapyは悪性グリオーマ細胞にapoptosis優位の細胞死を誘導する by 堤 将輝 et al.
2010年10月 第165回東京医科大学医学会総会 一　451　一
Pl－11．
細胞内p〃に作用する重炭酸塩の塩酸イリノテ
カン誘発大腸細胞障害緩和作用
（地域医療振興学寄附講座）
○宮崎　照雄
（茨城・共同研究センター）
　本多　　彰
（茨城・消化器内科）
　池上　　正、松崎　靖司
　目的：DNA　topoisomerase　I阻害剤であるイリノテ
カン（CPT－ll）は、大腸癌に対し強力な抗腫瘍効
果を持つ反面、副作用として致死的な下痢を引き起
こすため、抗癌剤としての制限が生じている。
CPT－11は肝臓にて約千倍の活性を持つ活性型代謝
物SN－38に変換される。また、中性とアルカリ灯
下ではアニオンであるラクトン感能環体（カルボキ
シ体）、酸性下では強い細胞障害性を持つ無荷電の
ラクトン自閉環体（ラクトン体）となる。これまで、
動物モデルへの重炭酸塩経口投与によるCPT－ll誘
発下痢症状の改善を報告してきたが、そのメカニズ
ムは明らかでない。今研究では、重炭酸塩の有無に
よる細胞内外のpH変化がSN－38による大腸細胞障
害に及ぼす影響について検討した。
　方法：lpMSN－38ラクトン体に暴露したHT29
細胞を、異なった重炭酸塩濃度（5～100mM）、も
しくは一定低濃度重炭酸塩（5mM）で設定した様々
なpH（6．8～8．2）環境下にて培養した。48時間後、
細胞増殖能とアポトーシスをMTT　assayとFlow
Cytometryにて測定した。さらに、　SN－38による細
胞内pH変化に対する異なる重炭酸塩濃度の影響に
ついて、Snarf－1を用いて測定した。
　結果：SN－38暴露により細胞増殖とアポトーシス
は、重炭酸塩にて設定した細胞外pHが高くなるに
つれ有意に抑制されたが、一定低濃度重炭酸塩での
異なる細胞外pH間では、差はみられなかった。細
胞内pHは、　SN－38暴露により有意に低下し、重炭
酸塩10mMと比較して30　mMでの培養において、
細胞内アシドーシスを有意に抑制した。
　結論：CPT－11による細胞障害は、細胞外pHよ
り細胞内pHに依存しており、重炭酸塩は、細胞内
アシドーシスを抑制することで、CPT－llによる副
作用を軽減させることが示された。
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（目的）Photodynamic　therapy（PDT）が惹起する悪
性脳腫瘍細胞の細胞死形態をin　vitroの系にて検証
す 。
（対象）理研細胞バンクから購入したヒト悪性グリ
オーマ細胞（T98G、　A172、　U251）。
（方法）Confluent（52，000　cells／well）に達した各種
グリオーマ細胞株に対し、photosensitizer（PS：
Laserphyrin⑪）を4日寺問曝露した後、　Diode　laser
（664nm，10J／cm2）照射を行う。1）3種類の細胞株
におけるPDTに対する感受性の差の有無。
2）ApoptosisおよびAutophagy抑制物質投与下での
細胞死抑制効果の有無。3）T98G細胞株に対する
PDT後のcaspase－3活性の推移、　Annesin　V／PI染色
による細胞死パターンの分析、DNA断片化の有無
などを検索した。
（結果）　1）3種類の細胞株それぞれにPS濃度依存
性の細胞生存率抑制を誘導し、T98Gが最も感受性
が低かった。PS濃度としては25～30μg／mlで経時
的な細胞死が観察されたが、50μg／mlのPS投与で
は毒性を認めた。細胞死の形態としては細胞の膨化
が特徴：的であった。2）T98G細胞株におけるPDT
後の細胞死は、apoptosis抑制物質であるz－vAD－
ftnkの濃度依存性に抑制された。　Autophagy抑制物
質であるwo舳annin投与では軽度の細胞死抑制効
果を認めた。3）T98G細胞株にはPDT後に経時的
caspase－3活性上昇、　Annesin　V（＋）／PI（一）のapop－
tosis細胞分画の増加、経時的DNA断片化の出現な
どが確認された。
（まとめ）PDTにより悪性グリオーマ細胞株にPS
濃度依存性のapoptosisが生ずる。
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